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Bioremediasi dengan menggunakan bakteri merupakan salah satu cara untuk menurunkan bahan toksik yang ada 
di lingkungan tercemar. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi dan mendeskripsikan karakteristik bakteri yang 
ada pada akar tumbuhan Pistia stratiotes dan Azolla microphylla yang terpapar logam Pb. Jenis Penelitian ini merupakan 
penelitian deskriptif. Sampel akar Azolla microphylla dan Pistia stratiotes diambil di sawah daerah Sidoarjo. Sampel 
kemudian ditanam pada media selektif czapex broth tanpa sukrosa dengan perlakuan timbal asetat sebanyak 0,3 ppm, 2 
ppm, dan 4 ppm. Sampel tersebut diisolasi hingga diperoleh isolat murni. Parameter yang diamati morfologi koloni, 
morfologi sel, dan fisiologi biokimia meliputi uji motilitas, uji katalase, pewarnaan gram, dan uji fisiologi dengan 
menggunakan microbact identification system. Berdasarkan hasil isolasi bakteri pada media selektif czapex broth tanpa 
sukrosa dengan Pb 4 ppm diperoleh tiga jenis bakteri. Satu jenis bakteri dari hasil isolasi akar tumbuhan Azolla mycrophylla 
yaitu Actinobacillus sp. dengan probabilitas 86%. Dua jenis bakteri dari akar Pistia statiotes yaitu Bacillus badius dan Bacillus 
mycoides yang masing-masing probabilitasnya 80%. Ketiga jenis bakteri tersebut berbentuk batang, uji oksidase positif dan 
uji motilitas negatif. 
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ABSTRACT 
Bioremediation use bacteria is one of solution to reduce the toxic substances present in polluted environment. This 
study aimed to identify and describe characteristics of bacteria that exist in the root plants of Pistia stratiotes and Azolla 
microphylla that exposed lead metal. This was descriptive research. Samples of Azolla microphylla dan Pistia strtiotes 
taken in rice fields in Sidoarjo. The sample was grown on selective czapex broth medium without sucrose with acetat lead 
treatment of 0,3 ppm, 2 ppm, and 4 ppm. The sample was isolated until pure isolat was obtained. The parameters observed 
were colony morphology, cell morphology,  biochemistry physiology that including motility test, catalase test, gram stain, 
and physiology test with microbact identification system. Bacteria were characterization is all of isolat that obtain on 
czapex broth media with highest concentration plumbum (4 ppm). One bacteria from Azolla microphylla root is 
Actinobacillus sp. with 80% probability. Two bacteria from Pistia stratiotes root are Bacillus badius and Bacillus 
mycoides that each other has 80% probability. The three of bacteria has bacil shape, positive oxidase test and negative 
motility test. 
 




Saat ini masalah pencemaran air merupakan 
masalah penting yang harus ditanggulangi sebab 
air dibutuhkan oleh semua makhluk 
hidup.Pencemaran air dapat disebabkan oleh 
adanya limbah pabrik, limbah rumah tangga dan 
sisa-sisa pestisida yang di dalamnya mengandung 
polutan seperti logam berat timbal yang dapat 
menurunkan kadar oksigen dalam air 
(Dwijoseputro, 1990). Logam berat tidak mampu 
diuraikan sehingga terakumulasi di lingkungan 
dan di tiap organisme ditingkat tropik 
(biomagnifikasi) sehingga menjadi masalah yang 
cukup serius di dunia (Ali et al., 2013).  
Timbal  merupakan salah satu logam berat 
yang biasa ditemukan pada air limbah selain Cd, 
Co, Zn dan Cr (Singh et al., 2012). Berdasarkan hasil 
uji penelitian, kadar logam berat timbal (Pb) yang 
ada di air sawah Kabupaten Sidoarjo adalah 0,3 
ppm. Kadar ini melebihi batas ambang yang 
ditentukan dalam Peraturan Pemerintah Nomor 82 
Tahun 2001 tentang Pengelolaan Kualitas Air dan 
Pengendalian Pencemaran air yaitu sebesar 0,03 
ppm. Timbal berbahaya pada tubuh manusia di 
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antaranya menyebabkan gangguan 
gastrointestinal, sakit perut, kram, mual, muntah, 
osteoporosis, anoreksia dan memperbesar resiko 
kemandulan bagi wanita (Gusnita, 2012). 
Mengingat tingginya kadar Pb di lingkungan dan 
bahayanya maka penting diupayakan penurunan 
logam berat di antaranya menggunakan 
fitoremediasi dengan teknik rhizofiltrasi (Ali et al., 
2013; Singh, 2012; Rajkumar et al., 2012). 
Penggunaan Rhizofiltrasi pada fitoremediasi lebih 
menguntungkan sebab ada keterkaitan antara 
mikrob dengan tumbuhan fitoremediator. 
Tumbuhan fitoremediator menghasilkan eksudat 
akar yang dapat dijadikan sebagai sumber energi 
bagi mikroba, sedangkan tumbuhan diuntungkan 
dalam hal turunnya toksisitas logam berat yang 
akan diserap (Rajkumar et al., 2012). Beberapa 
tumbuhan yang dapat dijadikan sebagai 
fitoremediator di lingkungan perairan yaitu Pistia 
stratiotes dan Azolla microphylla (Sood et al., 2011; 
Rahman dan Hasegawa, 2011; Rachmadiarti et al., 
2012; Mishra et al., 2014; Oktavia et al., 2014; Roy et 
al., 2016). 
Adanya keterkaitan antara tumbuhan 
fitoremediator dengan bakteri rhizosfer yang ada 
di rhizosfer ini menjadi dasar berkembangnya 
penelitian mengenai bakteri yang berperan dalam 
menurunkan kadar logam berat yang ada di 
lingkungan. Hasil penelitian menunjukkan 
beberapa jenis bakteri memang mampu 
meningkatkan bioviabilitas logam berat yaitu 
Pseudomonas aeruginosa, Streptomyces tendae, 
Burkholderia caribensis, Bacillus sp., Pantoea sp.,dan  
Enterobacter sp. (Park et al., 2011; Wani et al., 2007; 
Delvasto et al., 2009; Dimkpa et al., 2009). Bakteri 
yang diperoleh dapat berasal dari bakteri yang 
diperoleh dari rhizosfer tumbuhan fitoremediator, 
misalnya Streptococcus agalactiae, Bacillus circulans, 
Xanthobacter autotrophicus. Ketiga jenis bakteri 
tersebut diperoleh dari rhizosfer akar tumbuhan 
Marcilea crenata Presl. yang terpapar logam Pb 
sebesar 93,61 mg/kg (Arrizal et al., 2013). 
Berdasarkan latar belakang yang telah 
diuraikan, maka dalam penelitian ini dilakukan 
penelitian tentang keanekaragaman bakteri yang 
ada di sekitar rhizosfer akar tumbuhan Azolla 
microphylla dan Pistia stratiotes. Kedua tumbuhan 
tersebut diketahui sebagai contoh tumbuhan 
fitoremediator (Sood et al., 2011; Rahman dan 
Hasegawa, 2011; Mishra et al., 2014; Oktavia et al., 
2014; Roy et al., 2016). Pada penelitian kali ini 
bertujuan untuk mengidentifikasi dan 
mengkarakterisasi rhizobakteri yang ada pada 
akar Pistia stratiotes dan Azolla microphylla.  
 
BAHAN DAN METODE 
Jenis penelitian yang dilakukan dalam  
penelitian ini adalah penelitian deskriptif dengan 
metode observasi. Sampel Pistia stratiotes diambil 
dari Desa Kendal Doyong, Kecamatan Candi, 
Kabupaten Sidoarjo, sedangkan sampel Azolla 
microphylla diambil dari Desa Sumokali Kecamatan 
Candi, Kabupaten Sidoarjo. Penelitian ini 
dilakukan pada bulan April hingga Juni 2017. Alat 
yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
penelitian ini adalah mikroskop cahaya, neraca 
analitik, oven, dan autoclave.  Sampel tumbuhan 
Azolla microphylla dan Pistia stratiotes dari lokasi 
yang telah ditentukan. Media nutrient agar, czapex 
broth tanpa sukrosa, kristal violet, iodine, ethyl 
alkohol 95%, safranin, akuades dan senyawa 
timbal asetat (Pb(CH3COO)2). 
 Prosedur dalam penelitian ini meliputi 
pembuatan media, pengambilan sampel, isolasi 
rhizobakteri dan karakterisasi isolat terpilih. 
Pembuatan media meliputi pembuatan media 
czapex broth tanpa sukrosa dengan perlakuan 
timbal asetat 0,3 ppm, 2 ppm dan 4 ppm sebagai 
media selektif bakteri dan pembuatan media 
Nutrient Agar. Pengambilan sampel dilakukan 
dengan memotong pangkal cabang akar A. 
microphylla dan P. stratiotes dipotong 
menggunakan scapel steril kemudian dimasukkan 
ke dalam plastik sampel steril.  Isolasi bakteri 
dilakukan dengan mengambil sampel akar 
sebanyak gram dimasukkan ke dalam 9 ml 
akuades steril dan dihomogenkan (dilakukan 
pengenceran hingga 10-6). Sampel tersebut diambil 
1 ml dan dimasukkan dalam tabung reaksi yang 
berisi media czapex broth tanpa sukrosa 10 ml. 
Bakteri tersebut kemudian diisolasi hingga 
diperoleh isolat murni. Isolat yang diidentifikasi 
adalah seluruh isolat yang tumbuh dari media 
czapex broth tanpa sukrosa dengan perlakuan 
timbal 4 ppm. Karakterisasi tersebut meliputi 
pengamatan morfologi koloni, morfologi dan 
struktur sel, pewarnaan gram, ujikatalase, uji 




 Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan, terdapat  dua rhizobakteri yang 
ditemukan pada Pistia stratiotes dan satu bakteri 
pada Azolla microphylla. Isolat bakteri dari akar 
tumbuhan Azolla microphylla (A1) adalah 
Actinobacillus sp.. Isolat bakteri dari akar 
tumbuhan Pistia stratiotes dengan kode isolat P1 
adalah Bacillus badius, sedangkan P2 adalah 
Bacillus mycoides. Hasil pengamatan morfologi 
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koloni ketiga jenis bakteri tersebut ada pada Tabel 
1. Hasil pewarnaan gram, uji motilitas, uji katalase 
dan uji dengan menggunakan microbact 
identification system ada pada Tabel 2. 
Berdasarkan hasil yang diperoleh, koloni 
isolat A1, P1 san P2 memliki bentuk dan diameter 
yang berbeda-beda. Persamaan dari ketiga jenis 
koloni bakteri tersebut adalah pada warna koloni 
yaitu putih dan karakteristik optik yang tidak 
tembus cahaya.  Isolat A1 dan P2 memiliki elevasi 
yang sama yaitu cembung sedangkan isolat P2 
koloninya berelevasi rata. Berdasarkan pewarnaan 
gram yang telah dilakukan, isolat bakteri dari 
tumbuhan Azolla microphylla (A1) adalah gram 
negatif, sedangkan dua isolat bakteri dari 
tumbuhan Pistia stratiotes (P1 dan P2) merupakan 
bakteri gram positif. 
Hasil uji biokimia ketiga bakteri 
menunjukkan hasil yang berbeda meskipun 
dengan hasil oksidase yang sama. Berdasarkan 
hasil uji biokimia dengan menggunakan microbact 
identification system isolat bakteri dari akar 
tumbuhan Azolla microphylla (A1) adalah 
Actinobacillus sp. dengan probabilitas 86%. Isolat 
bakteri dari akar tumbuhan Pistia stratiotes dengan 
kode isolat P1 adalah Bacillus badius, sedangkan P2 
adalah Bacillus mycoides  keduanya memiliki 
probabilitas sebesar 80%.   
Tabel 1. Hasil pengamatan morfologi koloni 
Jenis 
Tumbuhan 
Isolat Bentuk Diameter 
(cm) 








P1 irregular 5 Putih Berse-
rabut  
Rata  Tidak tembus 
cahaya 
P2 Bulat 0,7 Putih Rata  Cembung  Tidak tembus 
cahaya 
Keterangan : 
A1 : A1: Isolat bakteri dari akar tumbuhan mata lele (Azolla microphylla) 
P1: Isolat bakteri dari akar tumbuhan apu-apu (Pistia stratiotes) 
P2: Isolat bakteri dari akar tumbuhan apu-apu (Pistia stratiotes) 
 
 
Gambar 1. Morfologi sel bakteri A)Actinobacillus sp.; B)Bacillus badius; C)Bacillus mycoides. 
Tabel 2. Hasil uji fisiologi  ketiga jenis bakteri  
No Uji Fisiologi 
Kode Isolat Bakteri 
A1 P1 P2 
1 Oxidase  + + + 
2 Nitrate  - - + 
3 Lysine  - - - 
4 Ornithine  - - - 
5 H2S - - - 
6 Glucose  + - + 
7 Mannitol  - - + 
8 Xylose  + - - 
9 ONPG - + + 
10 Indole  - - - 
11 Urease  + - - 
C B A 
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No Uji Fisiologi 
Kode Isolat Bakteri 
A1 P1 P2 
12 VP + + + 
13 Citrate - - - 
14 TDA  - - - 
15 Gelatin - - - 
16 Malonate  + - - 
17 Inositol  - - + 
18 Sorbitol  - - - 
19 Rhamnose  - - - 
20 Sucrose  - - + 
21 Lactose  + - - 
22 Arabinose  + - - 
23 Adonitol  - - - 
24 Raffinose  - - - 
25 Salicin - - - 
26 Arginine  - - - 
27 Motilitas  - - - 
28 Uji katalase + + + 
29 Pewarnaan Gram - + + 
Probabilitas Spesies (%) 86,00% 80,00% 80,00% 
PEMBAHASAN 
 Rhizobakteri yang ditemukan pada 
rizosfer pada penelitian iniada tiga spesies. 
Dua spesies diperoleh dari rizosfer akar 
tumbuhan Pistia stratiotes yaitu Bacillus badius 
dan Bacillus mycoides yang keduanya memiliki 
probabilitas 80%. Satu spesies diperoleh dari 
rizosfer akar tumbuhan Azolla microphylla  yaitu 
bakteri Actinobacillus sp. dengan probabilitas 
86%. Rhizobakteri merupakan bakteri yang 
berada di sekitar daerah rhizosfer akar. 
Keberadaan rhizobakteri ini terkait dengan 
adanya eksudat akar di sekitar daerah rhizosfer 
akar tumbuhan tersebut. Eksudat akar berupa 
senyawa organik yang berupa asam amino, 
asam karboksilat dan karbohidrat (Rajkumar et 
al., 2010). Eksudat akar berfungsi sebagai sinyal 
kimia bakteri untuk melakukan gerak 
kemotaksis dan memberikan nutrisi bagi 
bakteri. Gerakan ini umumnya dengan 
menggunakan flagella atau pili (Afzal et al., 
2014). Berdasarkan hasil uji motilitas, 
Actinobacillus sp., Bacillus badius dan Bacillus 
mycoides menunjukkan hasil motilitas yang 
negatif. Hal ini menunjukkan bahwa ketiga 
bakteri tersebut tidak memiliki alat gerak 
berupa pili maupun flagella, sehingga eksudat 
akar hanya digunakan sebagai nutrisi 
pertumbuhannya.  
 Pada penelitian ini ditemukan tiga 
jenis bakteri dari dua tumbuhan yang berbeda. 
Banyaknya bakteri yang ditemukan pada suatu 
rhizosfer dipengaruhi oleh beberapa faktor 
diantaranya adalah jenis dan konsentrasi bahan 
kimia yang berperan sebagai sumber energi 
serta faktor lingkungan diantaranya jenis 
substrat, suhu, pH, adanya oksigen atau 
aseptor lain, air dan nutrisi  (Afzal et a.l, 2014; 
Rajkumar et a.l, 2012; Suryani, 2011). 
Berdasarkan hasil penelitian ditemukan dua 
spesies bakteri hasil isolat dari akar tumbuhan 
Pistia stratiotes. Kedua spesies tersebut 
merupakan bakteri dari Genus Bacillus, yaitu 
Bacillus badius dengan probabilitas 80% dan 
Bacillus mycoides dengan probabilitas 80%. 
Hasil penelitian didukung oleh penelitian lain 
yang menyatakan bahwa genus Bacillus 
diketahui mampu resisten dan mengakumulasi 
logam berat antara lain Ni, Cd, Cr, Pb, Zn, As, 
dan Cu (Vishan et al., 2016; Afzal et al, 2014; 
Shanab et al., 2014; Babu et al, 2013; Shin et al., 
2012; Luo et al, 2011). Bacillus sp. mampu 
menurunkan kadar Pb hingga 65,8% 
sedangkan untuk menurunkan Ni 17,2% dan 
Cu sebesar 11.6% (Shin et al.,2012). 
 Bakteri Bacillus sp. mereduksi Pb 
melalui adsorpsi, akumulasi intraseluler dan 
juga dengan presipitasi ekstraseluler. Salah 
satu mekanisme akumualsi intraseluler adalah 
dengan membentuk granul tebal di sitoplasma, 
Indole Acetic Acid (IAA) dan siderophores(Vishan 
et al., 2016; Schalk et al., 2011; Zaidi et al.,2006). 
Pada akar tumbuhan Azolla microphylla 
ditemukan satu bakteri yaitu Actinobacillus sp. 
dengan probabilitas 86%. Berdasarkan hasil 
penelitian, Actinobacillus sp.mampu 
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menghadapi cekaman stres Zn dan Cd dengan 
memproduksi siderophores (Kuffner et al, 2010). 
Hasil penelitian tersebut mendukung 
penelitian ini bahwa Actinobacillus sp. mampu 
resisten pada Pb 4 ppm. Hasil penelitian lain 
menunjukkan bahwa Actinobacillus sp. juga 
mampu mendegradasi senyawa toksik yaitu 
benzene, fenol dan 2,4,6 Trinitrotuluene  atau 
TNT yang juga bersifat toksik bagi lingkungan 
(Purbowati et al., 2011; Nair et al., 2008; Erkelens 
et al., 2012). 
 Berdasarkan Tabel 1 dapat diketahui 
bahwa ada perbedaan dari ketiga jenis bakteri. 
Perbedaan morfologi koloni bakteri ini 
disebabkan oleh faktor lingkungan serta faktor 
dari genetik bakteri itu sendiri. Faktor 
lingkungan dapat menimbulkan perubahan 
morfologi koloni maupun fisiologi bakteri yang 
bersifat sementara ataupun permanen 
(Melliawati, 2009). Morfologi sel Bacillus badius, 
Bacillus mycoides dan Actinobacillus sp. adalah 
bentuk batang. Morfologi sel ini bergantung 
pada sifat genetik dari bakteri itu sendiri. 
Bakteri bentuk batang diketahui mampu 
menurunkan logam berat pada lingkungan 
tercemar, misalnya pada genus Bacillus (Afzal 
et al., 2014; Shin et al., 2012). 
 Berdasarkan hasil pewarnaan gram 
yang telah dilakukan bakteri Bacillus badius dan 
Bacillus mycoides termasuk bakteri gram positif. 
Bakteri Actinobacillus sp. termasuk bakteri 
gram negatif. Bakteri gram negatif memiliki 
toleransi pada logam berat yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan bakteri gram positif 
karena memiliki struktur dinding sel yang 
lebih komplek yang mampu mengikat dan 
mengimmobilisasi logam berat (Suryani, 2011). 
Pada bakteri gram negatif yang berperan 
dalam mengikat logam Pb adalah 
lipopolisakarida yang merupakan komponen 
signifikan pada membran terluarnya. Pada 
bakteri gram positif yang berperan dalam 
mengikat logam adalah peptidoglikan bersama 
dengan asam teichoic dan teichuronic (Anna 
dan Zofia, 2014). 
 Berdasarkan hasil penelitian ketiga 
bakteri menunjukkan uji katalase positif. Uji 
katalase positif menunjukkan bahwa bakteri 
Bacillus badius, Bacillus mycoides dan 
Actinobacillus sp. dapat menghasilkan enzim 
katalase atau peroksidase(H2O2). 
Peroksidase(H2O2) bersifat toksik yang dapat 
merusak komponen sel dengan adanya enzim 
katalase ini, maka peroksidase akan diubah 
menjadi H2O dan O2 (Ulfa et al., 2016). Adanya 
O2 yang dihasilkan dapat berperan dalam 
meningkatkan Disolve Oxygen di perairan 
sehingga meningkatkan kualitas perairan. 
Hasil uji oksidase Bacillus badius, Bacillus 
mycoides dan Actinobacillus sp. menunjukkan 
hasil oksidase positif. Hal ini menunjukkan 
bahwa ketiga jenis bakteri tersebut merupakan 
bakteri yang membutuhkan oksigen untuk 
metabolismenya, sehingga ketiga jenis bakteri 
yang ditemukan merupakan kelompok bakteri 
aerob. Pada kondisi oksigen yang terbatas, 
mikroba juga dapat menggunakan aseptor lain 
misalnya NO3-, NO2-, SO42- dan CO2 (Ali, 2012). 
 Salah satu sifat fisiologis yang sama 
dari ketiga jenis bakteri tersebut adalah uji 
produksi indolenya bernilai negatif. Indole 
dibentuk dari metabolisme tryptophan 
(Anonim, 2017) dan termasuk jenis alkaloid 
(Yazid dan Zainul, 2005). Salah satu jenis indole 
adalah IAA (Indole Acetic Acid). IAA (Indole 
Acetic Acid) adalah hormon yang tersebar luas 
pada sistem asosiasi bakteri dengan tumbuhan 
(Zaidi et al.,2006)  IAA secara tidak langsung 
mampu meningkatkan akumulasi logam 
dengan meningkatkan biomassa tumbuhan 
(Schalk et al., 2011; Babu et al., 2013). Hal ini 
menunjukkan bahwa ketiga jenis bakteri 
tersebut memiliki mekanisme lain dalam 
menghadapi cekaman logam berat. Salah satu 
mekanismenya adalah dengan pembentukan 
siderophores oleh Actinobacillus sp. (Kuffner et 
al., 2010). 
 Hasil uji fermentasi glukosa pada 
Actinobacillus sp. dan Bacillus mycoides 
menunjukkan hasil positif. Pada proses 
metabolisme, glukosa dapat dijadikan sebagai 
sumber energi yang nantinya dirubah menjadi 
ATP. ATP dalam proses mekanisme resisten 
logam berat berperan sebagai sumber energi 
utama dalam proses efflux system (Anna dan 
Zofia, 2014). Selain glukosa, hasil uji fermentasi 
sukrosa Bacillus mycoides juga bernilai positif. 
Hal ini menunjukkan bawa satu jenis bakteri 
mampu melakukan fermentasi beberapa 
macam gula dalam proses metabolismenya. 
Hasil uji 0-nitrophenyl-β-d-
Galactophyranoside (ONPG), menunjukkan 
bahwa Bacillus badius dan Bacillus mycoides yang 
termasuk dalam genus yang sama memiliki 
hasil uji positif, sedangkan Actinobacillus sp. 
menunjukkan hasil negatif. 0-nitrophenyl-β-d-
Galactophyranoside (ONPG) merupakan uji 
reduksi nitrat menjadi nitrit. Nitrit diperlukan 
bakteri lain dalam siklus nitrogen yang 
selanjutnya dimanfaatkan oleh tumbuhan 
(Danapriatna, 2010). 
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SIMPULAN 
Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 
karakteristik bakteri yang ditemukan pada 
Azolla microphylla dan Pistia stratiotes adalah 
Bacillus badius adalah bentuk koloni irregular 
dengan diameter  5 cm, tepi berserabut, warna 
putih, karakteristik optik tidak tembus cahaya. 
Bacillus badius termasuk dalam gram negatif, 
bentuk batang,  bernilai positif jika diuji 
oksidase, ONPG, VP, dan uji katalase. 
Karakteristik Bacillus mycoides adalah bentuk 
koloni bulat dengan diameter 0,7cm, berwarna 
putih, tepi rata, elevasi cembung dan 
karakteristik optiknya tidak tembus cahaya. 
Bacillus mycoides termasuk dalam gram positif 
bentuk batang, bernilai positif jika diuji 
oksidase, katalase, nitrat, glukosa, mannitol, 
ONPG, VP, Inositol dan sukrosa. Karakteristik 
Actinobacillus sp. adalah bentuk koloni bulat 
dengan diameter  0,3 cm, berwarna putih, tepi 
rata, elevasi cembung, karakteristik optiknya 
tidak tembus cahaya. Bernilai positif jika diuji 
oksidase, katalase, glukosa, xylose,  urease, VP, 
malonate, laktosa, dan arabinose. 
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